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論文内容要旨
                研究目的
 アポトーシスのシグナ ル伝達においてミ トコンドリ アか らの cytochrome Cの放出が下流のア
 ポトーシス実行分子である caspase の活性化に重要な役割を果た していることが明 らかとなって
 以来, アポ トー シス機構におけるミ トコン ドリ アの果たす役割の重要性への認識が高まってきて
 いる。 しか し, 本来エネルギー産生に関連する電子伝達系や FOF1-ATPase といったミトコンド
 リア機能分子がアポ トーシスのシグナ ル伝達に如何に関与 しているかにっ いては不明な点 も多 い。
 一方, Nitric oxide (以下 NO) は強力なアポトーシス誘導因子として知られているが, そのシ
 グナ ル伝達機構については未だ不明な点も多 い。 とく に, 胃粘膜細胞に対 して は, Helicobacter
 pylori 感染胃粘膜傷害機序の一つとして NO の関与が指摘されているものの, NO による胃粘膜
 細胞のアポトーシス誘導機構についての報告は行われていない。 そこで, 本研究では, ラット正
 常胃粘膜培養細胞である RGM-1 細胞と NO ドナーである NOC48 によるアポトーシス誘導モデ
 ルを用 い, そのシグナ ル伝達機構に与えるミ トコンドリ ア機能阻害剤の影響を検討した。
                研究方法
 RGM-1 細胞を NOC-18 および各種ミトコンドリア機能阻害剤とともに 24 時間培養 し, 各種
 検討を行った。 ミトコンドリア機能阻害剤としては, FOF1-ATPase の阻害剤である oligomycin,
 電子伝達系 complex一皿の阻害剤である antimycin A, さらに, PT poreの阻害剤として近年新
 たに同定された decylubiquinone を用いた。 細胞生存率は MTT assay, DNA 鎖傷害は comet
 assay, ミトコンドリア膜電位はJC-1 染色とその蛍光強度の測定, また, Bc1-2 と Bax の発現と
 ミトコンドリアからの cytochrome Cの放出は Westem blo七 法にて検討 し, さらに, caspase-3,
 一8, 一9 の活性を比色定量キットを用い測定した。
               研究結果
 NOC-18 は RGM-1 細胞に濃度依存的にアポトーシスを誘導した。 この過程で, RGM-1 細胞
 には広範な DNA 鎖傷害と Bax の発現増強, ミトコンドリアの膜電位の低下と cytochrome Cの
 放出, さらに, caspase-9 とその下流にある caspase-3 の活性化が認められた。 アポトーシス抑
 制に働く Bcl-2 および caspase-8 活性ついては有意な変化を認めなかった。 oligomycin,
 antimycin A, decylubiquinone はいずれも濃度依存性に NOC-18 による RGM-1 細胞のアポトー
 シス誘導を阻止した。 これらの薬剤は, NOC-18 による DNA 鎖傷害や Bax の発現増強に対して
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 は全く影響 しないが, ミトコンドリア膜電位の低下や cytochrome Cの放出, さらに, その下流
 の caspases 活性化を抑制 した。
                結論
 NO はRGM-1 細胞に対 し, DNA 傷害と Bax の発現増強, ミトコンドリアからの cytochrome
 Cの放出, caspase-9 とその下流にある caspase-3 の活性化といった経路を介してアポトーシス
 を誘導した。 さらに, ミトコンドリア機能阻害剤である 01igomycin や antimycin A, また, PT
 pore 阻害剤である decylubuquinone は, Bax の発現増強には影響 しないが, ミトコンドリアか
 らの cytochrome Cの放出を阻止することで NO によるアポトーシスを抑制 した。 これらの結果
 は, アポトーシスの過程で起こる cytochrome C放出に PT pore が重要な役割を果たしている
 ことを示唆するものであり, さらに, エネルギー産生に関わる電子伝達系や FOF1-ATPase など
 のミ トコンドリア機能が PT pore を含めた cytochrome C放出機構と密接に関連 していること
 が示唆さ れた。
              研究の意義・独創的な点
 本研究では, NO が胃粘膜細胞に対 し, DNA 傷害と Bax の発現増強, ミトコンドリアからの
 cytochrome Cの放出, caspase-9 とその下流にある caspase-3 の活性化といったミトコンドリア
 経路を介 してアポ トーシスを誘導することを明 らかと し, さらに, ミトコンドリ ァ機能阻害剤を
 用いた検討か ら, エネルギー産生に関わる電子伝達系や FOFl-ATPase などのミトコンドリア機
 能が cytochrome Cの放出機構と密接に関連している可能性を示している。 本研究では, これま
 で全く報告されていなかった胃粘膜細胞における NO によるアポトーシス誘導機序を明 らかに し,
 さらに, cytochrome C放出機構におけるミトコンドリア機能分子の関与を指摘 した点で独創的
 で有意義な研究と考え られ る。
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 審査結果の要旨
 アポ トー シスのシグナ ル伝達においてミ トコン ドリ アか らの cy七〇chrome C の放出が下流のア
 ポ トーシス実行分子である caspase の活性化に重要な役割を果た していることが明 らかとなって
 以来, アポ トーシス機構におけるミ トコンドリアの果たす役割の重要性への認識が高まってきて
 いる。 しか し, 本来エネルギー産生に関連する電子伝達系や FOF1-ATPase といったミ トコンド
 リア機能分子がアポ トー シスのシグナ ル伝達に如何に関与 しているかについては不明な点も多い。
 一方, Nitric oxide (以下 NO) は強力なアポ トーシス誘導因子として知られているが, そのシ
 グナル伝達機構については未だ不明な点も多い。 とく に, 胃粘膜細胞に対 して は, Helicobacter
 pyiori 感染胃粘膜傷害機序の一つとして NO の関与が指摘されているものの, NO による胃粘膜
 細胞のアポ トーシス誘導機構についての報告は行われていな い。 そこで, 本研究では, ラッ ト正
 常胃粘膜培養細胞である RGM-1 細胞と NO ドナーである NOC-18 によるアポ トーシス誘導モデ
 ルを用い, そのシグナル伝達機構に与えるミ トコン ドリア機能阻害剤の影響を検討 した。 ミ トコ
 ンドリ ア機能阻害剤と しては, FoF1-ATPase の阻害剤である oligomycin, 電子伝達系 complex一
 皿の阻害剤である antimycin A, さらに, PT pore の阻害剤として近年新たに同定された
 decylubiquinone を用 い た。
 NOC48 は RGM-1 細胞に濃度依存的にアポ トーシスを誘導した。 この過程で, RGM-1 細胞
 には広範な DNA 鎖傷害と Bax の発現増強, ミトコン ドリアの膜電位の低下と cytochrome C
 の放出, さらに, caspase-9 とその下流にある caspase-3 の活性化が認められた。 アポトーシス
 抑制に働く Bc1-2 および caspase-8 活性ついては有意な変化を認めなかった。 01igomycin,
 antimycin A, decylubiquinone はいずれも濃度依存性に NOC-18 による RGM-1 細胞のアポ トー
 シス誘導を阻止 した。 これらの薬剤は, NOC-18 による DNA 鎖傷害や Bax の発現増強に対 して
 は全く影響 しないが, ミトコンドリアからの cytochrome Cの放出を阻止することで NO によ
 るアポ トーシスを抑制 した。 これらの結果は, アポ トーシスの過程で起こる cytochrome C放出
 に PT pore が重要な役割を果た していることを示唆するものであり, さらに, エネルギー産生
 に関わる電子伝達系や FOF1-ATPase な どのミ トコン ドリ ア機能が cytochrome C放出機構と密
 接に関連 していることが示唆された。
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